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Orthophosphate effect on phosphatase activities in Suillus granulatus grown in vitro. 


The effect of orthophosphate concentration in the medium was studied on the 
phosphatase activities of Suillus granulatus grown in vitro. The total activities of a 
mycelial homogenate and the activities in the sediment of high speed centrifugation 
were measured using sodium phytate or tripolyphosphate. These activities were 
strongly inhibited by the Pi in the medium. The activities of tripolyphosphatases 
seemed to be more inhibited than the activities of phytases at high Pi concentrations. 
The concentrations at which the activities of tripolyphosphatases in the homogenate 
and in the sediment and the activities of phytases in this sediment were reduced to 
50 per cent were closely related and relatively low (approximately 20 uM Pi). The 
50 per cent reduction in activity of total phytases was at a higher concentration than 
for the others but in the same range (approximately 70 uM Pi). The activities in the 
sediment represented a considerable part of the total activities of the mycelial homoge- 
nate (50 to 90%). These results illustrate the importance of the extracellular activities 
of the mycelia. 
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Résumé. L’effet de la concentration en orthophosphate du milieu a été étudié sur les activités phosphatases 
de Suillus granulatus en culture in vitro. Les activités totales d’un homogénat mycélien et les activités 
présentes dans le sédiment de centrifugation à grande vitesse de cet homogénat sont mesurées à l'aide du 
phytate ou du tripolyphosphate de Na. Ces activités sont fortement inhibées par le Pi du milieu. Les 
activités tripolyphosphatases semblent étre plus affectées que les activités phytases par des concentrations 
élevées en Pi. Les concentrations pour lesquelles les activités tripolyphosphatases de l'homogénat et du 
sédiment et les activités phytases de ce sédiment sont réduites de 50%, sont voisines et relativement faibles 
(environ 20 uM). La réduction de 50% des activités phytases totales est obtenue à une concentration plus 
élevée que les précédentes, bien qu’étant du même ordre de grandeur (environ 70 uM). Les activités dans 
le sédiment représentent une part considérable des activités totales des homogénats mycéliens (50 à 90%). 
Ceci illustre l'importance des activités extracellulaires des mycéliums. Mots clés additionnels : phytate, 
tripolyphosphate. 


Abréviations. AS, activité dans le sédiment; AT, activité totale; MS, matière sèche; MSH, 
2-mercaptoéthanol; Pase, phosphatase; Pi, orthophosphate; PNPP, p-nitrophénylphosphate de sodium ; 
PNPPase, p-nitrophénylphosphatase; prot, protéines; TCA, acide  trichloracétique; TPP, 
tripolyphosphate; TPPase, tripolyphosphatase. 
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INTRODUCTION 


Dans la plupart des sols forestiers, la faible concentration (1 nM à 1 pM) du phosphate 
en solution (Bieleski, 1973) et la faible mobilité de cet ion (Bhat et Nye, 1973, 1974) 
contribuent a limiter l’alimentation phosphatée des arbres. Le phosphore organique peut 
représenter de 4% a 90%, et, en moyenne, de 50% a 66% du P total du sol (Cosgrove, 
1967) et les phosphates d’inositol constituent parfois plus de 50% du P organique (Anderson, 
1967). Beaucoup de microorganismes du sol (bactéries, champignons filamenteux, levures) 
sont capables de mobiliser du Pi a partir du phytate de Na (Greaves et al., 1967; Yamada 
et al., 1968; Greenwood et Lewis, 1977), de méme que les racines aseptiques de certaines 
plantes (Ridge et Rovira, 1971; Doumas et al., 1983). Des champignons ectomycorhiziens 
développent des activités phosphatases in vitro qui permettent l’hydrolyse des phytates 
(Theodorou, 1968, 1971; Mousain et Salsac, 1982). 

La libération de phosphate inorganique (Pi) qui en résulte est susceptible d’accroître la 
quantité disponible dans la rhizosphère au bénéfice de la plante mycorhizée. En effet, les 
champignons mycorhiziens se distingueraient des saprophytes par une hydrolyse plus impor- 
tante de l’hexaphosphate d’inositol et par une accumulation plus faible du P hydrolysé 
(Dighton, 1983). 

D'autre part, les polyphosphates sont aussi relativement abondants dans la nature, 
notamment ceux à longue chaîne, dont l’origine est microbienne. Les polyphosphates à 
courte chaîne (pyrophosphate et tripolyphosphate) figurent en quantité importante dans 
plusieurs types d’engrais minéraux (Roux, 1970; Dumon, 1980). Le tripolyphosphate (TPP) 
peut être hydrolysé par des racines de plantes supérieures comme la Tomate (Roux, 1970) 
et par le mycélium de certains champignons ectomycorhiziens, en particulier lorsque le 
milieu de culture est carencé en Pi (Espiau, résultats non publiés). 

Les activités phosphatases des champignons symbiotes contribuent vraisemblablement 
à l'amélioration de la nutrition phosphatée des arbres mycorhizés (Bowen, 1973; Mousain 
et al., 1978; Mousain et Salsac, 1982). Or, de nombreux travaux ont démontré que la 
carence en Pi du milieu induit, chez les végétaux supérieurs et les microorganismes, une 
augmentation des activités phosphatases (Bieleski, 1973; Coupé et d’Auzac, 1979; Doumas 
et al., 1983). Chez les champignons ectomycorhiziens, cette carence en Pi entraîne une 
augmentation importante des activités phosphatases pariétales et excrétées dans le milieu de 
culture (Calleja et al., 1980; Calleja et d’Auzac, 1983). La répression des activités phosphata- 
ses est fonction de la concentration en Pi du milieu de culture comme cela a été observé 
pour les activités phytases d’ Aspergillus ficuum et PNPPases de Pisolithus tinctorius (Shieh 
et Ware, 1968; Mousain et Salsac, 1982). 

Le substrat utilisé dans la majorité des travaux sur les phosphatases (Pases) est le 
p-nitrophénylphosphate (PNPP) mais étant donné l’importance écologique ou agronomique 
de composés phosphatés tels que le phytate ou le TPP, nous avons étudié l'effet du Pi du 
milieu sur les activités des Pases d’un champignon ectomycorhizien du Pin, Suillus granulatus, 
vis-a-vis de ces deux substrats. L’isolat étudié a été choisi pour ses activités phytases 
relativement élevées, après un criblage préliminaire (Mousain et al., résultats non publiés). 


MATÉRIEL ET MÉTHODES 
Culture des thalles mycéliens. Un isolat de Suillus granulatus (L. ex Fr.) O. Küntze, obtenu et répertorié 
comme n° 5 dans notre Laboratoire, est cultivé pendant 26 j selon une technique déjà présentée (Calleja 
et al., 1980) sur 90 ml de milieu liquide comprenant du Pi en concentration croissante (0 à 5000 uM). 
De 8 à 20 cultures-répétitions sont préparées pour chacun des milieux. Le milieu de base comprend : 
NaCl 0,2 mM; KCl 1 mM; KNO, 4 mM; NH,CI 2 mM; CaCl, 1 mM; MgSO, 1 mM;; citrate 
ferrique 0,0005%; micro-éléments (Morizet et Mingeau, 1976) 0,2 ml 1~'; thiamine-HCI 0,3 uM; 
glucose 55 mM. Pour les milieux avec Pi < 100 uM, on prépare le milieu de base avec respectivement 
0, 25, 50 et 100 pmol 17! de NaH,PO,. Pour les milieux avec Pi > 250 uM, on prépare le milieu de 
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base précédent, dépourvu de NaCl (Na étant présent en quantité suffisante sous forme de NaH,PO,), 
avec respectivement 250, 500, 1000 et 5000 pmol 17* de NaH,PO,. Le pH initial est ajusté à 5,5 avec 
NaOH 0,1 M, avant autoclavage des flacons de culture. Aprés 26 j, les thalles sont séparés des milieux 
de culture par filtration, lavés par une solution isotonique de glucose (55 mM), lyophilisés puis pesés. 
Préparation des extraits enzymatiques. Deux à trois thalles sont réunis, broyés et homogénéisés au froid 
dans du tampon acétate 25 mM, MSH 5 mM (pH 5,0). Une fraction de I"homogénat mycélien est 
réservée pour la détermination des activités totales; une autre est centrifugée (45000 g durant 30 min) : 
le culot est remis en suspension dans le tampon précédent et amené à volume connu. Les activités du 
culot de centrifugation seront déterminées sur cet extrait. 

Mesure des activités enzymatiques. Les extraits enzymatiques sont mis à incuber à 30°C en présence de 
1 ml de substrat : phytate de Na 5 mM, tampon acétate 0,1 M (pH 5,0) ou TPP Na 5 mM, tampon 
acétate 0,1 M (pH 5,0). La réaction est arrêtée par addition de TCA. Les témoins sont représentés par 
du substrat mis à incuber seul, l'extrait enzymatique étant apporté après l'addition du TCA. Le Pi du 
milieu d’incubation est dosé par colorimétrie (Taussky et Shorr, 1953). 

Dosage de l’azote protéique total. Les protéines d’une fraction aliquote de l'homogénat mycélien sont 
précipitées au TCA. Le culot obtenu après centrifugation à basse vitesse est minéralisé (Umbreit et 
Burris, 1959). On effectue une colorimétrie selon Nessler de ce minéralisat. La quantité de protéines est 
estimée en multipliant par 6,25 la quantité d’azote total obtenue par ce dosage. Les activités Pases sont 
exprimées en nkat Pi libéré mg”! prot. Les résultats de mesures d'activités Pases ont été soumis à une 
analyse de variance. 


RÉSULTATS ET DISCUSSION 


La croissance maximale du mycélium est pratiquement atteinte pour une concentration 
en orthophosphate 100 uM (fig. 1), et la courbe expérimentale s’ajuste à une exponentielle 
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Figure 1. Croissance de Suillus granulatus en fonction de la concentration en Pi du milieu de culture. A, 
courbe théorique de la croissance du mycélium de Suillus granulatus en fonction de la concentration en 
Pi du milieu de culture (aprés 26 j). Les intervalles de confiance des points expérimentaux (moyenne 
des masses de MS) sont calculés pour p = 0,05; B, droite de régression : Ln (Mm-M) = kC + Ln Mm. 
Mm, croissance maximale calculée (moyenne des masses de MS situées sur le plateau de croissance, 
atteint pour Pi 100 pM); M, matière sèche du point considéré; C, concentration en Pi du milieu; k, 
pente de la droite Ln (Mm-M) en fonction de C. Le coefficient de régression (r = 0,997) est significatif 
à p = 0,01, et la droite a pour équation : Ln (0,081-M) = —0,017 C—2,508. 


vol. 24, n° 2 — 1986 


156 N. Bousquet, D. Mousain et L. Salsac 


en accord avec la loi des facteurs de croissance introduite par Mitscherlich (1954). Ceci 
confirme les résultats antérieurs (Mousain et Salsac, 1984). La transformation en coordon- 
nées logarithmiques permet de déterminer la concentration de demi-croissance maximale qui 
est 40 uM ( fig. 1). 

Les activités phytases totales et les activités mesurées dans le culot de centrifugation 
diminuent régulièrement en fonction de la concentration en Pi du milieu de culture : à partir 
d’une activité totale d’environ 0,3 nkat mg”! prot obtenue sur milieu sans Pi, on atteint un 
plateau d’activité minimale (0,1 nkat mg”! prot) pour Pi 100 uM ( fig. 2). Malgré l'amplitude 
des écarts-types, la diminution d’activité en fonction des concentrations en phosphate du 
milieu est significative. 
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Figure 2. Courbes représentatives des activités phytases totales et de celles présentes dans le culot de 
centrifugation de Suillus granulatus en fonction de la teneur en Pi du milieu de culture. (O), activité 
totale; (W), activité dans le culot. Les intervalles de confiance des points expérimentaux (moyennes de 
3 à 5 répétitions) sont calculés pour p = 0,05. 


Le « déficit d'activité » (différence entre l’activité pour une concentration nulle en Pi et 
l’activité pour une concentration donnée) augmente en fonction de la concentration en Pi 
du milieu (fig. 3): les valeurs obtenues s’ajustent correctement à des hyperboles comme 
l'indiquent les droites obtenues à partir de la représentation de Hofstee (1952). Les concentra- 
tions en Pi pour lesquelles on obtient 50% de réduction d’activité sont respectivement 
69 uM pour les activités totales et 24 uM pour les activités dans le culot de centrifugation. 
Ces dernières semblent donc plus sensibles à l'augmentation de la teneur en Pi du milieu 
bien que les concentrations pour lesquelles les activités sont réduites de 50%, soient du 
même ordre de grandeur dans les deux cas. 


L’allure des courbes représentatives des activités TPPases est semblable à celle des 
activités phytases (fig. 4); toutefois sur milieu dépourvu de Pi, ces activités sont 80 à 
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Figure 3. Courbes théoriques des déficits d'activités phytases en fonction de la concentration en Pi du 
milieu de culture de Suillus granulatus. A, courbe théorique du déficit d’activité phytase totale. (@), 
points théoriques: (A), points expérimentaux et écarts-types. Les paramètres (Am, Cm) de la courbe 
théorique ont été obtenus après linéarisation selon Hofstee: A=f(A/C); A, déficit d'activité 
enzymatique; Am, déficit maximal d’activité; C, concentration en Pi du milieu de culture; Cm, 
concentration pour laquelle l’activité est réduite de 50%; Am = 0,25 nkat mg ! prot et Cm = 69 uM. Le 
coefficient de régression n’est pas significatif à p = 0,05 (r = — 0,65) ; cependant les points expérimentaux 
s’ajustent à la courbe théorique obtenue. B, courbe théorique du déficit d’activité phytase du sédiment. 
Les mêmes symboles que précédemment (A) sont utilisés. Am = 0,21 nkat mg”! prot et Cm = 24 uM. 
Le coefficient de régression (r = — 0,81) est significatif à p = 0,05. 


100 fois plus élevées que les activités phytases. Par contre, sur milieu non carencé, les 
activités TPPases ne sont que 5 fois plus fortes que les activités phytases. 

La réduction de 50% d’activité TPPase est atteinte pour des concentrations en Pi 
15 uM pour les activités totales et 18 M pour les activités de la fraction sédimentable 
(fig. 5). 

Chez P. tinctorius également, les activités Pases sont influencées par la teneur en Pi du 
milieu de culture (Mousain et Salsac, 1982). Les activités TPPases mesurées sur S. granulatus 
sont du même ordre de grandeur que les activités PNPPases mesurées sur P. tinctorius. De 


méme, les activités phytases obtenues chez ces deux champignons sont voisines (Mousain et 
Salsac, 1986). 
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Figure 4. Courbes représentatives des activités TPPases totales et de celles présentes dans le culot de 
Suillus granulatus, en fonction de la teneur en Pi du milieu de culture. (O), activité totale; (I), activité 
dans le culot. Les intervalles de confiance des points expérimentaux (moyenne de 3 à 5 répétitions) 
sont calculés pour p = 0,05. 


La stimulation des activités Pases par la carence en Pi peut avoir deux origines : 
synthèse de nouvelles enzymes ou activation de formes préexistantes. Calleja et d’Auzac 
(1982) ont montré que de nouvelles Pases apparaissent dans la fraction soluble d’>homogénats 
mycéliens de Hebeloma edurum et de S. granulatus. Pour plusieurs auteurs l'exaltation des 
activités Pases est due à une synthèse de novo de protéines (Komano, 1975; Ueki et Sato, 
1977). Par contre, chez P. tinctorius, il y aurait activation de formes préexistantes (Berjaud 
et d’Auzac, 1986). Les activités TPPases et phytases de S. granulatus sont augmentées par 
la carence en orthophosphate du milieu de culture. Il serait intéressant de déterminer s’il y 
a synthèse de novo de Pases ou activation de ces enzymes. 

De plus, la carence en Pi modifierait non seulement l’activité des Pases de P. tinctorius, 
mais également leur spécificité relative pour différents substrats (Coupé et al., 1982). Les 
activités TPPases mesurées sur S. granulatus semblent être plus affectées que les activités 
phytases par des concentrations élevées en Pi dans le milieu : ce résultat pourrait rendre 
compte de changements d’affinité des Pases de ce champignon pour le phytate et le TPP. 


Le pourcentage des activités Pases présentes dans la fraction sédimentable par rapport 
aux activités totales de l’homogénat se situe toujours entre 50 et 90% (fig. 6). La part 
relative des activités TPPases du culot de centrifugation tend à diminuer avec la concentra- 
tion externe en Pi. Les Pases extracellulaires interviendraient dans la mobilisation du Pi du 
sol à partir d’esters phosphorylés organiques et de polyphosphates inorganiques. Par contre, 
le rôle des Pases intracellulaires n’est pas aussi bien défini : elles pourraient intervenir dans 
le métabolisme du phosphore intracellulaire; mais les mécanismes mis en jeu sont encore 
inconnus. Les champignons accumulent le phosphore sous forme de polyphosphates (Harold, 
1966; Kulaev, 1975); on distingue deux catégories de polyphosphatases : l’une hydrolyse 
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Figure 5. Courbes théoriques des déficits d'activités TPPases en fonction de la concentration en Pi du 
milieu de culture de Suillus granulatus. A, courbe théorique du déficit d’activité TPPase totale. (@), 
points théoriques; (A), points expérimentaux et écarts-types. Les paramètres (Am, Cm) de la courbe 
théorique ont été obtenus après linéarisation selon Hofstee: A=f(A/C); A, déficit d'activité 
enzymatique; Am, déficit maximal d’activité; C, concentration en Pi du milieu de culture; Cm, 
concentration pour laquelle l’activité est réduite de 50%. Am = 28,49 nkat mg”! prot et Cm = 15 pM. 
Le coefficient de régression (r = —0,88) est significatif à p = 0,05. B, courbe théorique du déficit 
d'activité TPPases du sédiment. Les mêmes symboles que précédemment (A) sont utilisés. Am = 
19,63 nkat mg! prot et Cm = 18 uM. Le coefficient de régression (r = —0,86) est significatif pour 
p=0,05. 
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Figure 6. Diagramme représentatif du pourcentage des activités phosphatases dans le sédiment de centrifuga- 


tion par rapport aux activités totales chez Suillus granulatus. En rayé, activités TPPases; en blanc, 
activités phytases. 
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des polyphosphates à longue chaîne, l’autre, qui comprend les TPPases, dégrade des 
polyphosphates a courte chaine (Harold, 1966). Par contre, la présence de phytate dans la 
cellule fongique n’a pas été mise en évidence. Les phytases intracellulaires pourraient donc 
correspondre aux précurseurs des phytases excrétées. 


CONCLUSION 


Les activités phosphatases des champignons ectomycorhiziens, mesurées à l’aide de p- 
nitrophénylphosphate, sont augmentées par la carence en orthophosphate du milieu (Calleja 
et al., 1980). Dans l’isolat de S. granulatus utilisé pour ces expériences, les activités d’hydro- 
lyse du phytate, composé que l’on trouve effectivement dans le sol, sont beaucoup plus 
faibles que celles mesurées avec le PNPP. Cependant, elles sont d’un ordre de grandeur 
suffisant pour qu'on puisse penser qu’elles jouent un rôle effectif dans hydrolyse de ce 
composé dans le milieu naturel. Les activités TPPases sont, par contre, du même ordre de 
grandeur que les activités PNPPases. Il est donc possible de sélectionner des isolats mycéliens 
ayant des activités Pases significatives vis-à-vis de composés phosphorylés présents normale- 
ment dans le sol. 

Les activités de la fraction sédimentable représentent une part importante des activités 
totales des homogénats mycéliens. Le niveau de ces activités retrouvées dans la fraction 
sédimentable et celui des activités pariétales sont très voisins, ce qui fournit une bonne 
image des activités extracellulaires des mycéliums (Calleja et d’Auzac, 1983). Des études 
cytoenzymologiques ont permis de visualiser des Pases au niveau de la paroi et du plasma- 
lemme de certains champignons mycorhiziens : la quantité de Pases dépend de la teneur en 
Pi du milieu de culture (Lacaze, 1983). L'existence de Pases acides pariétales chez différents 
organismes a conduit à émettre deux hypothèses sur leurs rôles dans la nutrition phosphatée. 
La première repose sur leurs propriétés hydrolytiques qui contribuent à augmenter le pool 
de Pi de la solution du sol; la seconde tient au fait que ces enzymes seraient des sites de 
fixation du phosphore au niveau de la paroi et favoriseraient l'absorption et le transport 
actif de cet élément (Woolhouse, 1969). Cependant, pour ce qui concerne les champignons 
mycorhiziens, seule la première hypothèse semblerait être vérifiée (Dighton, 1983). 
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